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TDDS  : Transdermal Drug Delivery System 
EP  :  Electroporation 
IP :  Iontophoresis 
SP :  Sonophoresis 
LHRH :  Luteinizing hormone-releasing hormone 
PTH :  Parathyroid hormone 
pI :  Isoelectric point 
AUC :  Area under the curve 
HEPES :  4-(2-Hydroxyethyl) -1-piperazineethanesulfonic acid 
DC :  Direct current 
DEX :  Dextran rhodamine B 
EF :  Enhancement factor 




































IP は、皮膚に低い電流 （0.05～0.5 mA/cm2）を比較的長時間適用することにより主
にイオン性薬物の経皮吸収を促進させる方法で、電場によって発生する電気的な反発 
（electrorepulsion）と電気浸透（electroosmosis）が主な駆動力となる 8）。米国では既
に実用化された製剤も存在し、IP ではリドカイン/エピネフリン 9）、フェンタニル 10）、
スマトリプタン 11 ）を含有した製剤が承認されており、LHRH（Luteinizing 
hormone-releasing hormone）12）やカルシトニン 13）などのペプチドや、アンチセンス



















Fig. 1  Schematic representation of transdermal iontophoresis system.  Drug+ and 
Drug- are positive and negative drug ions. Anion （ex. Cl-） and cation （ex. Na+） 
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ここで、ud は薬物イオンの移動度、Cd は薬物のモル濃度、Zd は薬物の価数、添え字
i はイオンの種類、n はその数を示す。 
また、electrorepulsion による皮膚透過に加え、electroosmosis により生じる電気浸
透流（electroosmotic flow）も皮膚からの透過に大きな役割を果たす（Fig. 2）。 
 
 




















electrorepulsion に加え、electroosmosis も大きく影響するため、皮膚透過 flux（Jtotal）
は以下の式（4）のようになる 21）。なお、Jpassiveは受動拡散による薬物の皮膚透過を示
しており、Jelectrorepulsion と Jelectroosmosisは IP 適用によって透過促進される因子を示す。 





Jtotal = Jelectrorepulsion+Jpassive                                                           （5） 
Guy らはカチオン性薬物の皮膚透過性に対する electrorepulsion, electroosmosis お
よび受動拡散の寄与ついて報告している。彼らは透過物（一価のカチオン）の分子量と
Flux（透過速度）の関係を理論的に解析し、Fig. 3 のような結果を得ている 21）。ここ
で、縦軸、横軸はそれぞれ相対的な透過速度とカチオン性薬物の分子量を表しており、
透過に寄与する各因子（passive diffusion, electrorepulsion, electroosmosis）と薬物分
子量の関係が示されている。Fig. 3 から明らかなように、electrorepulsion は分子量の
増大にともない直線的に低下するが、electroosmosis は分子量の大きさによらず一定の
値を示している。すなわち、Na+などの低分子で移動度の大きい荷電分子の皮膚透過速











1993 年の Prausnitz らの報告 22）を皮切りに、モデル薬物として比較的低分子量の安息
香酸 23）や、カルセイン（MW: 684）24）、高分子にあたるオリゴヌクレオチド（MW 〜
5,000 Da）25）、4.4~38 kDa の分子量を持つ FITC（フルオレセインイソチオシアネー
ト標識）デキストラン 26）など多くの薬物について報告された。これらの報告から EP
は、少なくとも分子量 4 万程度の高分子に対しても皮膚透過促進効果を有することが示





Fig. 3  The contributions of passive [ J （ passive ） ], electrorepulsive [J 
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（e’repulsion）], and electroosmosis [J （e’osmotic）] fluxes to the total iontophoretic 
transport [J （total）] of cationic drugs as a function of relative molecular size. （RH. 
Guy らの論文 21）から引用） 
 
また、SP は超音波エネルギーによって薬物の皮膚透過性を促進させる技術であり、
1954 年に Fellinger らが初めて報告して以来、インスリンを含む多くの高分子薬物の
経皮吸収について研究報告がなされている 27-30）。SP のメカニズムとしては、熱効果、
超音波による対流効果、さらにキャビテーション効果が報告されている 27）。Mitragotri












遺伝子、抗体等）の経皮デリバリーの実現を目指し、IP 技術をベースに EP、SP の併
用促進効果とそのメカニズムに関する研究を行った。併用実験は、EP または SP を前
処理適用した後に長時間適用可能な IP を併用する方法に統一して実験を開始した。ま
ず第 1 章では、electroreplusion に着目し、EP または IP 単独での効果と EP / カソー




存在形態（分子量）の影響についても検討を行った。第 2 章では、第１章で EP / カソ
ーダル IP 併用により促進効果が確認されたため、高分子薬物の送達に大きく影響する
もう一つの因子である electroosmosis に着目し、その影響について 14C-マンニトール
を用いた皮膚透過試験により考察した。また、第 3 章では、SP が electroosmosis に及
































プチド（A 鎖）と 30 個の直鎖ペプチド（B 鎖）を 2 個の S-S 結合で連結し、他にもう
１個の S-S 結合を A 鎖内に有して立体構造を保持し、体内では 6 量体として存在して
いる。速効型ヒトインスリン注射液中のインスリンも製剤中では 6 量体を形成してい
るが、皮下注射後に 6 量体から 2 量体、単量体になって血中に吸収され体内の血流に
到達する 31）。したがって 6 量体を形成したインスリン（MW: 36 kDa）の皮膚透過に
関しては角層がメインバリアとなり、IP 単独適用による吸収促進効果は得られていな
い 32）。インスリンの IP に関する報告としては、遺伝子組み換え技術により合成された
モノマーインスリンを用いた例 32） や、角質剥離 33）、脱毛クリーム 34）、ケミカルエン
ハンサー35）などと IPを組み合わせた投与により血糖値の減少が認められた報告がある
が、EP との併用による効果を in vivo で調査した報告はまだ無い。また、これまで EP
と IP を併用した in vitro の例としては、LHRH（MW: 1.2 kDa）36）、 サーモンカル
シトニン（MW: 3.6 kDa）37）、 PTH（Parathyroid hormone）（MW: 4.1 kDa）37）、
ブプレノルフィン 38）、 sodium nonivamide acetate39）、 チモロール、アテノロール
40）が挙げられるが、IP と EP の併用により著しく皮膚透過性が促進されたケース 36-38）
や、ほとんど併用効果が確認されなかったケース 39,40）が混在し、薬物の分子量や電荷
によって効果が大きく異なることが報告されている。加えて、これまでに併用促進効
果が得られたケースとして、LHRH 36）、 サーモンカルシトニン、 PTH 37）等の薬物
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が挙げられることから、EP と IP の併用は比較的高分子の薬物において有用であると
考えられる。 
そこで、本研究では、ヒトインスリンを in vivo で吸収させるために、ラットを用い



































 雄性 Sprague-Dawley（SD）ラット（250～300 g）は株式会社 埼玉実験動物供給










Change として算出した（Table 1-1）。採取した血液は、遠心分離操作（12,000 rpm, 5
分）を行い血漿を得た。この血漿サンプル中のインスリン濃度は、エンザイムイムノア
ッセイキット（ダイナボット株式会社, 東京）を用いて測定し、μU／mL で表示した。 
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４．ラット in vivo 吸収実験 
ウレタン麻酔下（50 mg/kg, i.p.）のラットを 37℃程度に暖めた温熱パッドの上に載
せて実験を行った。上腹部付近の毛を電気シェーバーで注意深く剃毛した後、エタノー
ルを含浸させた脱脂綿で皮膚表面を拭き取った。これらの処理を施した腹部２ヶ所に、
有効面積 2.5 cm2のアクリルセルを接着し、一方のセルには 0.2% BSA 溶液を含むイン
スリン溶液 2 mL を、もう一方のセルには生理食塩液を注入した。なお、インスリン溶
液の pH は 0.2 N の NaOH を用いて pH7～10 に調節した（pH7～10 の範囲では大部
分のインスリンはマイナスに荷電している）。 
EP の適用は、150 または 300 V（10 ms）×10 回（パルス間隔 1 秒）を矩形波発生
装置（Electro Square Porator T820, BTX, San Diego, CA, U.S.A.）を用いて行った。
EP 電極には、プレートタイプの電極を用い、電極が皮膚に触れるようにセルの中に配
置して適用した。EP 適用後、Ag/AgCl 電極を皮膚表面から 5 mm の距離に配置し、カ
ソーダル IP を 60 分間適用した。なお、カソーダル IP は ADIS-HP （久光製薬株式会
社, 鳥栖, 佐賀）を用いて 0.4 mA/cm2の直流電流を 60 分間適用した。本実験に使用し














インスリンの自己会合状態に及ぼす EP の影響や溶液 pH の影響を評価するために、
遠心式フィルターユニット（Microcon® Millipore, Billerica, MA, U.S.A.）を用いて分
画操作を行い、会合状態の解析を行った。EP は、pH7 または pH10 に調整したヒトイ
ンスリン溶液を 2 mL 注入した 2.5 cm2のアクリルセル内で適用した。EP 適用条件は
in vivo 吸収実験と同様で、プレートタイプ電極を用いて 150 V または 300 V（10 ms）
×10 回（パルス間隔１秒）を適用した。インスリン溶液はフィルターユニットの上部
に適用し、遠心分離（14,000×g, 30 分）後、ろ液中のインスリンを HPLC（LC-10AS, 
株式会社島津製作所, 京都）にて測定した。なお、インスリンの回収率 % は、下記式
（1-1）により算出した。 









                                         （1-1） 








UV 検出器 ：SPD-10A （株式会社島津製作所） 
カラム ：Inertsil® ODS-3, 4.6×150 mm（GL ｻｲｴﾝｽ, 東京） 
流速 ：1.0 mL/分  
移動相 ：アセトニトリル: 0.015 M リン酸緩衝液 （pH6.8）（1:1） 





データ数は n = 3-5 とし、図および表には平均値 ± S.D.で示した。必要に応じて一元
配置分散分析（One-factor ANOVA）および Tukey’s test によって統計解析を行った。








インスリンの in vivo 経皮吸収に及ぼすIPもしくはEP単独の効果を調べるために、
pH7 と pH10 に調整したインスリン溶液（50 U/mL）を用いてラットに適用した。 
IP ではインスリンの等電点（pI = 5.3）を考慮して cathode をドナー溶液とし、1 時間、
定電流通電 （0.4 mA/cm2）を行った。EP は 300 V, 10 ms の矩形波パルスを IP 適用
前に前処理使用（10 pulse/10 s）した。Fig. 1-2 にインスリンの血漿中薬物濃度推移を、
Table 1-1 には血糖値の変化率を示す。pH7 のインスリン溶液を用いた場合、カソーダ
ル IP 単独群、EP（300 V）単独群の両群ともにインスリンの経皮吸収は認められず、
血糖値にも大きな変動は認められなかった。  
一方、pH10 のインスリン溶液を用いた場合、カソーダル IP 単独群において 107 
µU/mL の血漿中濃度上昇が確認され、IP 適用後は速やかに減少した。また、EP 単独
群においても時間依存的なインスリン血中濃度の増加が確認され、4 時間後には約 50 
µU/mL を示した。しかし、血糖値レベルに関しては、ほとんど影響は見られなかった。 







Fig. 1-2  Effect of cathodal iontophoresis or electroporation on the time course of 
plasma level of human insulin（pH7 or pH10）in rats. Symbols: □, iontophoresis
（pH7）; ◊, electroporation（pH7）; ○, iontophoresis （pH10）; x, electroporation
（pH10）. Each point represents the mean ± S.D. of 3 to 5 experiments. （EP 















EP とカソーダル IP 併用による吸収促進効果を評価するために、pH7 のインスリン
溶液を用いて EP（150 V-, 300 V-10 ms）を 10 pulse 適用し、直ちにカソーダル IP （0.4 
mA/cm2）を 1 時間適用した（Fig. 1-3）。EP 前処理により、IP によるインスリンの吸
収は顕著に増加し、適用電圧（150 V or 300 V）に依存した吸収性の増加が認められた。
また、血糖値においてもインスリンの血漿中濃度の上昇を反映した低下が確認され、投
与 2 時間後には 150 V 適用群で約 75%、300 V 適用群で約 50%まで低下することが確
認された（Table 1-1）。 
更に、EP / カソーダル IP 併用によるインスリンの経皮吸収に及ぼす溶液 pH の影
響を検討するために、インスリン溶液の pH を 7 から 10 に変更して同様の吸収実験を
行った（Fig. 1-4）。先の試験結果と同様に EP 電圧 （150 V, 300 V） に依存した血漿
中インスリン濃度の上昇が認められ、その程度は pH7 の場合よりも高い値を示した。
EP-300 V / カソーダル IP 適用 2 時間後の血糖値は、初期値の約 30%まで減少した
（Table 1-1）。なお、低血糖によると思われる死亡ラット（3 例 / 4 例）が多く認めら
れたため、血漿中薬物濃度の表示は 120 分までの値とした。更に、カソーダル IP 吸収
に及ぼす、EP のパルス回数 （10 pulse, 5 pulse）及びパルス幅 （10 ms, 5 ms, 1 ms）
の影響を調べた結果、各パラメータ強度に依存した吸収性を示した（data not shown）。 
また、各 pH におけるインスリンの経皮吸収性と適用電圧との関係を求めるために、
種々条件におけるインスリンの AUC を算出しプロットした（Fig. 1-5）。各 pH におい























Fig.1-3  Effect of electroporation voltage on the time course of plasma insulin level 
under iontophoretic delivery in rats.  The pH of the insulin solution was adjusted 
to 7.  Symbols: □, iontophoresis without electroporation; ◊, electroporation at 150 V 
with iontophoresis; ○, electroporation at 300 V with iontophoresis.  Each point 



























































































Fig. 1-4  Effect of electroporation voltage on the time course of plasma levels of 
insulin under iontophoretic delivery in rats. The pH of the insulin solution was 
adjusted to 10. Symbols: □, iontophoresis without electroporation; ◊, electroporation 
at 150 V with iontophoresis; ○, electroporation at 300 V with iontophoresis.  Each 














































































Table 1-1   Blood glucose levels and their %change in rats after EP alone, IP alone, 
and EP / IP（n = 3-5, mean ± S.D.）.   
n=3-9 Electrical condition % Average % Change 
Passive - 105 ± 2.0 5.0 ± 4.9 
IP（pH7） 
0.4 mA/cm2 
98.6 ± 1.8 12.2 ± 1.3 
IP（pH10） 90.6 ± 3.2 17.4 ± 9.4 
EP（pH7） 
300 V 
102 ± 2.9 3.0 ± 2.8 
EP（pH10） 99.6 ± 3.0 0.0 ± 8.1 
EP/IP（pH7） 
150 V / 0.4 mA/cm2 
80.7 ± 2.6 22.7 ± 6.3 
EP/IP（pH10） 73.7 ± 6.3 39.7 ± 9.5 
EP/IP（pH7） 
300 V / 0.4 mA/cm2 
69.7 ± 3.1 52.5 ± 7.9 























Fig. 1-5  Relationship between electroporation voltage and AUC of plasma 
concentration of insulin from 0-120 min. Symbols: □, iontophoresis with/without 
electroporation at pH7; ◊, iontophoresis with/without electroporation at pH10（IP 











































インスリンの自己会合に及ぼすアルカリ性の pH、高電場（150 V, 300 V）の影響を
調べるために、EP 負荷後及び非負荷時における各 pH 溶液中の存在形態を遠心式ろ過
ユニットを用いて HPLC 法にて解析した（Table 1-2）。pH7 のインスリン溶液を分画
分子量 30,000 Da のろ過膜を用いて遠心ろ過し、抽出液を HPLC で分析したところ、
インスリンのピークは全く検出されなかった。一方、pH10のインスリン溶液について、
分画分子量 10,000、30,000 Da のろ過膜を使って同様に分析した結果、両方の抽出液
中にインスリンのシングルピークが検出された。よって、アルカリ性側への pH シフト
により会合したインスリンが解離する傾向が認められ、わずかな単量体と 10 パーセン





Table 1-2  Dependence of insulin aggregation on the pH with and without 
electroporation（n = 3-5, mean ± S.D.）.    
% of total insulin Without EP EP-150 V EP-300 V 
Association pH10 pH7 pH10 pH7 pH10 pH7 
Monomer 0.83 N.D. 0.68 N.D. 0.36 N.D. 
Dimer, Tetramer 7.78 N.D. 7.3 N.D. 9.14 N.D. 
Hexamer 91.4 ≒100 92 ≒100 90.7 ≒100 



















対する血糖値の変化率においてもインスリンリスプロ投与群では EP / カソーダル IP



























Fig. 1-6  Effect of combined electroporation and iontophoresis on the time course of 
plasma concentration of insulin after application of human insulin and insulin 
lispro at pH7（EP condition: 10 pulses of 150 V–10 ms and IP condition: 0.4 mA/cm2）. 













































第３節  考察 
 











いる 15）。一方、分子量が 20 kDa を超えるような高分子である poly-L-lysin や 6 量体イ
ンスリンについては IP単独では intact skinをほとんど透過しないことが報告されてい
る 16）。そこで、著者はインスリンの経皮吸収に及ぼす EP とカソーダル IP の併用効果
について有毛ラットである SD ラットを用いて評価を行った。 インスリンの pI は 5.3
であり、皮膚内の生理的 pH 下では負に帯電するため、インスリン溶液を cathode 側に
適用し、pH7、pH10 の二種類の薬物溶液を調製して実験に用いた。その結果、インス
リンの IP、EP 単独適用時の経皮吸収能は薬液の pH に依存して変化し、PH10 のイン
スリン溶液を適用したケースのみ IP、EP適用共にインスリンの吸収が認められた（Fig. 
1-2）。一方、インスリン溶液の pH を酸性側（pH 2～3）に傾けて同様の実験を実施し









原因として、pH2 条件下では electroosmosis と electrorepulsion が皮膚を介する物質
移動が逆向きに作用した可能性が考えられる。一般的に、EP により形成される pore
は可逆的であり、数百ミリ秒以内に消失し、EP 適用後の flux は完全に適用前の値にま
で戻ることが報告されている 42）。ただし、EP の適用条件によっては pore の持続時間
が延長し、EP の作用が長時間持続することが報告されおり、サーモンカルシトニン（3.6 
kDa）、PTH（4.1 kDa）17）等は、前処理で EP を適用した EP / IP 併用法により相乗
的な効果を得ている 37）。著者らのケースにおいても、EP を前処理として適用すること




electrorepulsion と electroosmosis のバランスによって以下の式で表される 21）。 
Jtotal = Jelectrorepulsion + Jelectroosmosis + Jpassive                    （1-2）
なお、Jpassiveは、Jelectrorepulsion や Jelectroosmosisと比較して寄与率が著しく低い場合が多 
い。しかし、本実験においては、インスリンの等電点を考慮してカソーダル IP を用い












                      （1-3） 











る皮膚障害性の影響を調べるために、予め pH10 に調整した溶液を 2 時間皮膚に適用し
た後にpH7の溶液を用いて IP単独投与を行ったがインスリンの吸収性に有意な違いは
認められなかった（data not shown）。この結果から角層の損傷レベルは低いと予想さ
れる。加えて、本溶液を 3 次元培養皮膚に適用し、MTT 試験を行った時でも、pH の
影響で細胞が死滅する傾向は認めらなかった。一般にインスリンはある程度高濃度溶液
下では 6 量体を形成するが、その会合状態は濃度、pH、金属イオン、添加剤などに影
響され、pH2 以下、もしくは pH9 以上の溶液中においては単量体のインスリンを形成
することが報告されている 43）。我々の結果もこの報告と一致したので、溶液 pH をア
ルカリ側にシフトすることにより単量体のインスリンが生成することが示唆された
（Table 2）。よって、pH7 溶液における EP / IP の併用効果は、6 量体のインスリン 
















タから、2-コンパートメントモデル（血中濃度 Cp=Ae-αt＋Be-βt） に基づく各定数（α: 
14.6 h-1、β: 0.653 h-1、A: 293μU/mL、B: 16.3μU/mL）を算出して 10 cm2の製剤を
想定した場合の血中濃度をシミュレートした（Fig. 1-7）。その結果、最も高い吸収性を
示したインスリンリスプロ投与群では約 0.4%の生物学的利用率を示し、血中濃度シミ

















Fig. 1-7  Simulated plasma concentration of insulin based on the elimination 










































第４節  小括 
 
 溶液中において負に帯電した高分子薬物であるインスリンの経皮吸収は、EP / IP 併
用によりEPおよび IPの単独使用時よりも高い経皮吸収性を示すことが明らかとなり、
その効果は相乗的であった。加えて、この併用効果は溶液中のインスリンの会合状態に
よって大きく影響され、pH をアルカリ性側に傾けて単量体や 2 量体の形成率を高める
ことにより、併用効果も増大した。類似の実験として、ヒトインスリンのアナログであ
る超速効型のインスリンリスプロを用いることにより、pH をアルカリ性側に傾けるこ
となく、高い吸収を実現できることが示された。インスリンの EP / カソーダル IP の











第２章 イオントフォレシスにより生じる electroosmosis に及ぼすエレクトロ
ポレーションの影響 
 
前章では、electrorepulsion に着目して負電荷を有するインスリンを用いた EP / IP
併用による吸収促進効果について検討を行い、相乗的に吸収が促進されることを示した。
本章では、この EP / IP の併用効果をさらに高めるために IP のもう一つの駆動力であ
るelectroosmosisに着目し、電気浸透流に及ぼすEP適用の影響について検討を行った。




しかし、EP が electroosmosis に及ぼす影響については未だ明らかとなっておらず、EP 
/ IP 併用による促進効果の効率を理解するためには、皮膚の選択透過性に及ぼす EP の
影響を調べることは非常に重要である。そこで、本実験は皮膚の選択透過性に及ぼす
EP の影響を調べるために、電荷を有さない低分子化合物であるマンニトールを用いて 
in vitro へアレスマウス皮膚透過試験を実施した。EP / IP 併用、EP 単独、IP 単独時
のマンニトールの皮膚透過性試験を行い、得られた透過速度から透過に寄与する因子と
大きさを予測して electroosmosis の影響を考察した。さらに、分子量の影響を調べる









ニトールはシグマアルドリッチ株式会社（St. Louis, MO, U.S.A.）から購入した。デキ
ストランローダミン B は、モレキュラープローブ社（Waltham, MA, U.S.A.）から購入






7～8 週齢の雌性へアレスマウス（HR-1）を日本 SLC（浜松、 静岡）より購入した。
動物の取り扱いは、第 1 章第 1 節の 2.実験方法に準じて行った。 
 
３．In vitro 皮膚透過試験 
摘出したヘアレスマウス皮膚を角層が上にくるようにフランツセル（有効面積 1.77 
cm2, レシーバー容量 16 mL）上に載せ、改良したアクリルセルで挟んだ。Fig. 2-1 に
試験のセットアップ図を示す。ドナーおよびレシーバー溶液には、133 mM の NaCl





４．エレクトロポレーション または イオントフォレシス適用 
EP 前処理は、150 または 300 V（10 ms）×10 回（パルス間隔 1 秒）を矩形波発生
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装置（Electro Square Porator T820, BTX, San Diego, CA, U.S.A.）を用いて行った。
EP 電極は剣山タイプを用い、25 mM の HEPES 緩衝液中で電極の先端が皮膚に触れ
るようにセルの中に配置させて適用した（Fig. 2-2）。剣山型の電極は、電極間距離がプ
レートタイプ電極よりも短いため、電位勾配の形成と電流による電気刺激感の低減効果
が期待できる。EP 適用後は、直ちにドナー溶液を 1 mM マンニトールと 14C-マンニト
ール（1 µCi/mL）を含む HEPES 緩衝液に置換した。続いて、IP を併用する場合は、





接触れるのを避けるため、皮膚上 5 mm の位置に配置させて通電を行った。ダメージ皮
膚モデルの作製は、ヘアレスマウス皮膚に粘着テープ（Cellophan Tape™, ニチバン, 
東京）を用いて 20 回テープストリッピング操作を行った。皮膚透過試験中は、経時的








































５．デキストランローダミン B の皮膚透過 
デキストランローダミン B を用いた皮膚透過試験は、マンニトールの皮膚透過試験
と同様の方法で行った。ドナー溶液は、50 μM の デキストランローダミン B を含む 
HEPES 緩衝液（pH7.4）とした。 EP は IP 適用前に前処理適用（10 パルス）し、 ア
ノーダル IP （0.4 mA/cm2）を 4 時間適用した。ローダミン B の定量は、蛍光光度計

















第２節  結果 
 
１．ヘアレスマウスの皮膚電気抵抗値変化 
皮膚電気抵抗値に及ぼす EP 及び IP の効果を評価するために、直流の定電流通電を
3 分間適用して皮膚電気抵抗値（DC-resistance）を測定した。 IP（0.4 mA/cm2, 60 分）
もしくは EP（100-200 V）適用直後と EP / IP 併用後の抵抗値を Fig. 2-3 に示す。初期
の皮膚電気抵抗値は約 6 kΩcm2を示し、IP 60 分適用後は 75%（1.5 kΩcm2）低下し
た。また、EP 単独適用（100 -200 V）によっても電気抵抗値は明らかに低下したが、













Fig. 2-3  The effect of 0 – 200 V electroporation on the DC-resistance during 
iontophoretic transport of mannitol （0.4 mA/cm2） through excised hairless mouse 
skin. Solid and open columns show value of DC-resistance immediately measured 
after electroporation and after 60-min iontophoresis, respectively.  Each value 






























Fig. 2-4aはアノーダル IP単独もしくはEP / アノーダル IP併用時のマンニトール
の皮膚透過速度（flux）の時間変化を示し、また、Fig. 2-4b はカソーダル IP もしくは
EP / カソーダル IP 併用時の同様の結果を示す。Table 2-1 には、IP 適用時（1-4 h）
の flux の平均値を示す。アノーダル IP 単独時の平均 flux は、266 ± 44 ng/cm2/h を示
し、受動拡散による flux（17 ± 3 ng/cm2/h）の 16 倍であった。この flux の上昇はアノ
ーダル IP 適用後に著しく低下したため、アノーダル IP 適用により陽極側から陰極側の
方向に電気浸透流が発生していることが示唆された。一方、EP 単独適用群では、EP
電圧の上昇にともない flux も増大する傾向が見られ、アノーダル IP 併用によりさらに
増大した。EP / IP 併用時の IP 単独時に対する促進比は、EP-100 V で 1.4 倍、150 V
で 2 倍、また、200 V で 2.9 倍であった。加えて、いずれの群も IP によって増大され
た flux は IP 適用後には低下する傾向を示した（Fig. 2-4a）。また、Fig. 2-4b と Table 
2-1 にはカソーダル IP 単独および EP 併用時の flux を示しており、アノーダル IP の場
合と同様に EP 電圧の増加にともない flux は上昇する傾向を示した。しかし、EP / カ
ソーダル IP 併用時の flux は、EP 単独時よりも低い値を示した。また、カソーダル IP
適用後に flux が上昇する傾向を示した。したがって、EP 単独適用時に上昇した flux
が、カソーダル IP 併用により抑制されていることが明らかとなった。また、最後のサ
ンプリング時（6-7 h）の flux は、アノーダル / カソーダル IP いずれの場合も同程度
の値を示した。 
これらの IP ON / OFF によって変動する flux の値から電気浸透流の大きさを評価す
るために、IP 適用 2-4 時間の flux（J 2-4）の値を IP 適用 6-7 時間の flux（J 6-7）の値
で除した値を enhancement ratio（ER）として算出した。J 2-4の flux には電気浸透流
だけでなく受動拡散も含まれるが、J 6-7の flux は受動拡散のみが寄与するため、ER 値
は IP 適用による透過促進率を示す。すなわち、マンニトール flux から算出した ER は
39 
 
電気浸透流の大きさの指標として捉えることができる。Fig. 2-5 に各実験条件と ER の
関係を示す。アノーダル IP 併用時の ER は、EP 電圧の増加に依存して低下する傾向




















Fig. 2-4  The effect of 0 – 200 V electroporation on the electroosmotic flux of 
mannitol during and after 4 h-anodal （a） and cathodal （b） iontophoresis at 0.4 
mA/cm2. Electroporation （10 pulses of 100-200 V, 1 ms） was applied prior to 
iontophoresis.  Symbols: ◊, iontophoresis without electroporation; x, 
electroporation at 100 V with iontophoresis; ○, electroporation at 150 V with 
iontophoresis; and □, electroporation at 200 V with iontophoresis.  Each data point 




Table 2-1   Enhancement of in vitro passive and iontophoretic mannitol flux 
through hairless mouse skin. 
Treatment 
Mannitol flux （mean ± S.D.）    Abbreviation 
（ng/cm2/h）                     for J 
Passive permeation  
        16.9 ± 2.9                Jpassive 
        6100 ± 391 
 
        59.5 ± 3.10                Jep 
        301 ± 46.8                Jep 
        669 ± 103                 Jep 
  Control（without pretreatment） 
  Stripped skin 
Electroporation 
  EP（100 V） 
  EP（150 V） 
  EP（200 V） 
Iontophoresis Anodal Cathodal 
  Control （without treatment） 266 ± 44 30.5 ± 3.5        Jip 
  Stripped skin 5950 ± 487 5994 ± 610 
Electroporation Anodal Cathodal 
  EP（100 V）+ IP 373 ± 41 88.9 ± 3.1        Jep+ip 
  EP（150 V）+ IP 518 ± 35 156 ± 14         Jep+ip 
  EP（200 V）+ IP 774 ± 68 437 ± 32         Jep+ip 
EP: electroporation; IP: iontophoresis  Each data value shows average mannitol 









Fig. 2-5  The effect of 0 – 200 V electroporation on the enhancement ratio（ER）of 
mannitol flux during anodal（□）and cathodal（◊）iontophoresis at 0.4 mA/cm2. 
ER was calculated by dividing the iontophoretic mannitol flux（J 2-4） by the passive 




３．デキストランローダミン B の皮膚透過 
非荷電性中性の高分子モデル薬物として、デキストランローダミン B（MW: 10,000 
Da） を選択し、マンニトールと同様に皮膚透過試験を実施した（Fig. 2-6 および Table 
2-2）。150 V、 200 V の EP を適用した後、4 時間に亘ってアノーダル IP（0.4 mA/cm2）
を適用した。EP-150 V適用時においては、EP単独、EP / IP併用時においてもPassive、 
IP に比べて促進効果は認められなかった。一方、EP-200 V 適用時においては EP 単独
により促進効果が認められ、EP / IP 適用時においては明らかな併用促進効果が認めら
れた。したがって、この EP / IP 併用による相乗効果を enhancement factor（EF）を
用いて表した（Table 2-2）。なお、EF 値は（J ep+ip- J ep）/（J ip- J passive）として表し
た。EF 値は、electroosmosis によって促進される flux の大きさを示す値であり、IP
単独適用時の透過性に対する EP 前処理の IP による透過性が高い場合には 1 よりも大
きい値を示す。EP-150 V / IP 併用群の EF 値は低値 （0.6） を示したが、EP-200 V / 











Fig. 2-6  Anodal iontophoretic flux of dextran rhodamine B induced by in vitro 
electroporation pretreatment at 0 -200 V. 
Electroporation （10 pulses of 100-200 V, 1 ms） was applied prior to iontophoresis.  
Symbols: ◊, iontophoresis without electroporation; ○, electroporation at 150 V with 
iontophoresis; and □, electroporation at 200 V with iontophoresis.   Each data 
point represents the mean ± SD of 3 to 5 experiments.  
 
Table 2-2    Enhancement of in vitro passive and electrophoretic dextran 
rhodamine B flux through hairless mouse skin. 
Test Flux（ng/cm2/h）（mean ± S.D.） EFa 
Passive permeation 1.1 ± 0.2 - 
IP only（anodal） 7.3 ± 2.9 1.0 
EP（150 V）only 1.9 ± 0.7 - 
EP（150 V）+ IP 5.6 ± 3.3 0.6 
EP（200 V）only 4.9 ± 0.7 - 
EP（200 V）+ IP 18.3 ± 5.3 2.2 
a The enhancement factor, EF, was calculated as follows: （Jep+ip-Jep）/（Jip-Jpassive）






とが報告されている 44）。Fig. 2-3 に示したように、皮膚の電気抵抗値（DC-resistance）
は EP 適用により低下し、その程度は EP 電圧強度とある程度相関する傾向を示した。
一方、EP 単独適用後の flux は EP 電圧強度に依存して明らかに増大したが、皮膚電気
抵抗値との相関性は低く、150 V または 200 V-EP 適用時の電気抵抗値はほぼ同じ値を
示した。この原因としては、皮膚電気抵抗の測定方法が影響していると考えられた。デ
ータには示していないが、20 回テープストリッピングを行い角層を除去した皮膚にお







は非荷電性の低分子化合物であり、IP の駆動力の一つである electroosmosis によって
発生する電気浸透流に依存して移動するため、electroosmosis の指標として汎用されて
いる 21,45）。EP / IP 併用後の flux は、EP 電圧に依存して増大したが、EP によって増
大された受動拡散が主要因子であった。Guy らは IP 適用時に生じる電気浸透流の生成
またはトリガーに対して２つの仮説を提唱している 46）。一つは、マイナスに電荷した
皮膚上に形成された電場によって電気浸透流が生じるというもので、もう一つは、水の
移動が Na や Cl イオンの移動にともなって発生するという考え方である。本実験は、
EP 前処理が electroosmosis に及ぼす影響を評価するために、定電流通電（0.4 mA/cm2）













PJ VEV                （2-1） 
ここで、PVEは電気浸透流係数を表す。また、Li らは電気浸透流 （ペクレ数: Pe）






                                                     （2-2） 
H、W はそれぞれ受動拡散と electroosmosis の制御因子を表し、v は電気浸透流の平
均速度、Δx は皮膚の膜厚、D は薬物の拡散係数を示す。物質の拡散、対流においてペ
クレ数が 1よりも大きいと対流が支配的であり、１よりも小さいと拡散の方が支配的と
なる。本実験結果を用いてペクレ数を算出すると、2.5（0 V）、2.5（100 V）、 1.2（150 
V）、0.4（200 V）の値を示し、EP 電圧の増加にともないペクレ数は低下した。この結







EP / カソーダル IP 併用は、Fig. 2-4b と Table 2-1 から明らかなように、IP 適用中は












 いずれにせよ、EP / アノーダル IP の併用によりマンニトールの相乗的な透過性の促
進は認められなかったため、薬物分子量の影響を評価すべく非荷電性高分子を用いて同




られている。この現象を著者は次のように考えた（Fig. 2-7）。すなわち、150 V の EP
適用では溶媒流は維持されているが、デキストランローダミン B が透過できる程の
pore は形成されないためほとんど透過しない。一方、200 V の EP 適用により溶媒流















Fig. 2-7 A hypothetical illustration of selective permeability of different sized 
neutral solutes through the skin before and after electroporation. Neutral solutes 













分子量の異なる 2 種類の非荷電性のモデル化合物を用いることにより、IP 適用中に
























そこで、本章では電場を利用した EP に加えて超音波を利用した SP に着目し、同様
に検討を行った。ソノフォレシス（SP）と IP の併用促進効果に関する経皮吸収研究に
ついては、ヘパリン 50）が報告されているが、その吸収促進メカニズムについては未だ
明らかになっていない。また、EP または SP と IP の併用効果とメカニズムを理解する
ためには、electroosmosis に及ぼす EP または SP の影響を同じ評価系で比較検討する
ことが非常に有用である。そこで、electroosmosis に及ぼす EP または SP の影響を評
価するために、ヘアレスマウス皮膚を用いてアノーダル IP 単独時、EP / アノーダル














D-マンニトールおよび HEPES buffer は Sigm-Aldrich 社（St. Louis, MO, U.S.A.）
から購入した。D-[1-14C] マンニトール（ specific activity 56.0 mCi/mmol）は 
Amersham Pharmacia Biotech （Buckinghamshire, U.K.）から購入した。 IP に使









３．In vitro ヘアレスマウス皮膚透過試験法 
摘出したヘアレスマウス皮膚を角層が上にくるようにフランツセル（有効面積 1.77 
cm2、 レシーバー容量 16 mL）上に載せ、改良したアクリルセルで挟んだ。ドナーお
よびレシーバー溶液には、133 mM の NaCl を含む 25 mM の HEPES 溶液（pH7.4）




４．物理的吸収促進法による前処理法と IP 適用法 
EP は、150 V（10 ms）×10 回（パルス間隔 1 秒）を矩形波発生装置（Electro Square 
Porator T820, BTX, San Diego, CA, U.S.A.）を用いて EP の前処理適用を行った。EP
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適用には剣山型の電極を用い、25 mM の HEPES 緩衝液中で電極の先端が皮膚に触
れるようにセルの中に配置させて適用した（Fig. 2-2）。 
SP 適用は、周波数 20 kHz のソニケータ （ーVCX400, Horn area of 1.33 cm2, Sonics 
& Materials, Newtown, CT, U.S.A.）を用いた。ソニケーターホーンは皮膚から約 5 
mm上のドナー溶液中に設置して 1分間適用した（Ultrasound condition : 5 s ON/OFF, 
1.1 W/cm2）。EP または SP 適用後は、 直ちにドナー溶液を 1 mM マンニトールを含
む溶液（1 µCi/mL of 14C-マンニトール-HEPES pH7.4）に置換して 4 時間間隔で
Passive とアノーダル IP（0.4 mA/cm2）を繰り返した（Fig. 2-1）。 
皮膚のテープストリッピングは、摘出したヘアレスマウス皮膚にテープ（Cellophan 
Tape TM、 ニチバン、東京）を貼り付けてから数秒後に剥がす作業を最大で 5 回繰り返
し処理した皮膚を用いた。 
IP では全てアノーダル IP を適用し、適用条件および装置は第 2 章第１節の 2.実験方








試料用セルユニットに 1 cm × 2.5 cm に切断した皮膚をセットして、モニター粒子とし
てポリスチレンラテックス粒子を用いて 0.01 M KCl 溶液に懸濁させ測定した。結果は
自動的に複数回測定したデータの平均値として表した。 
６．データ解析 






IP単独群および EPまたは SP併用群の皮膚を介するマンニトールの fluxをFig. 3-1
に示す。ここでは、EP または SP 前処理してから 4 時間後にアノーダル IP を 4 時間適
用した。また、IP 適用後も 4 時間サンプリングを行い計 12 時間の実験を実施した。
EP は剣山型電極を用い、150 V, 1 ms, 10 pulses の条件で前処理適用した。SP は 1.1 
W/cm2の超音波を 1 分間前処理適用した。EP または SP を前処理適用してから IP を
適用するまでの 4 時間の flux（Jep）は、150V-EP 適用により約 123 倍（2.3 ng/cm2 /h → 
366 ng/cm2 /h）、IP 併用により約 196 倍（582 ng/cm2 /h）程度上昇した。一方、SP 適
用群では、同一条件（1.1 W/cm2）であるにも関わらず最初の 4 時間の flux（Jsp）のデ
ータには大きなばらつきが見られた。このばらつきの範囲は、コントロール群（EP, SP
非適用群）の約 2 倍から 269 倍（5.6 ng/cm2 /h ～ 800 ng/cm2 /h）を示し、IP 併用に
より Flux は約 96 倍～689 倍（284 ng/cm2 /h ～ 2046 ng/cm2 /h）と著しく上昇する傾
向を示し、ばらつきの範囲も増大した。特徴的な傾向として、SP 適用後の passive flux
が高い場合に、IP 併用時の flux が著しく高くなる傾向が見られた。加えて、IP 適用後







Fig.3-1  The effect of sonophoresis or electroporation on the electroosmotic flux of 
mannitol during and around 4 h of anodal iontophoresis at 0.4 mA/cm2 . 
Electroporation （10 pulses of 150 V, 1 ms） and sonophoresis （5 s ON/OFF for 60 
s）were applied at the beginning of each study.  Symbols: □, iontophoresis; , 
electroporation at 150 V with iontophoresis; ○, sonophoresis with iontophoresis. 













































passive flux の関係 
SP / IP 併用時のマンニトールの flux が SP 前処理後の passive flux の増大にともな
って大きく増大する傾向が示されたため、SP / IP 併用群の実験を繰り返し行い、n 数
を 16 とした。得られた個々のデータを用いて SP 前処理後の passive flux（Jsp）と SP 
/ IP 併用時に IP により促進された flux（Jsp+ip - Jsp ）の関係についてまとめた。その結
果を Fig. 3-2 に示す。図の縦軸の（Jsp+ip - Jsp ）は SP / IP 併用時の flux から SP 単独
時の flux を差し引いた値であるため、electroosmosis によって透過した flux とみなす
ことができる。 この Jsp+ip - Jsp の値は SP 前処理により促進される passive flux（Jsp）
の増大にともなって著しく増大する傾向を示した。 
 
Fig. 3-2  Relationship between passive flux by sonophoresis alone（Jpassive）and  








条件を 1 回、3 回、5 回の 3 条件とした以外はこれまでと同様とした。Passive flux と
IP 適用時の flux を Table 3-1 に示す。テープストリッピング処理により、passive flux
および IP 適用時の flux は増大し、その値はテープストリッピング回数に応じて増大す
る傾向を示した。皮膚表面の余分な異物による影響を取り除くために、70%エタノール
を滲み込ませた脱脂綿で皮膚表面を数回拭き取り、同様に皮膚透過試験を行ったが、
flux は無処理皮膚の値と同程度であった（data not shown）。そこで、SP 併用時と同
様にテープストリッピング処理後の passive flux（Jts）と電気浸透流の関係を評価する
ために、これらの実験データを用いてテープストリッピング時の Jip- Jtsと Jtsの関係を
求めた。その結果を Fig. 3-3 に示す。テープストリッピングによる passive flux の増大
にともなって Jip- Jtsは増大する傾向を示したが、Jtsが 700 ng /cm2/h を超えるあたり














Table 3-1    The effect of tape-stripping frequency on the passive and 
electroosmotic flux of mannitol. 
 
Each data point represents the mean ± SD of 2 to 3 experiments. 
 
 
Fig. 3-3  Relationship between passive flux by tape-stripping alone（Jpassive）and  
additional electroosmotic flow by combining with IP（Jts/ip - Jts）.  
Symbols: □, TS-0; ○, TS-1; , TS-2; , TS-3; ■, TS-5.  
Passive flux J ip+passive
Control 2.97 ±1.0 255 ±11
Stripping-1 19.3 ±5.7 285 ±22
Stripping-2 67.9 ±9.8 548 ±16
Stripping-3 718 ±47 1524 ±55





これらの結果を総合的に考察するために、IP 単独群の IP 適用時に促進される flux
（Jip- Jpassive）を基準として、SP、EP またはテープストリッピングと IP 併用時に付加
される flux の比を ER として算出した。例えば、SP / IP 併用時の ER は、次式（Jsp+ip 
- Jsp ）/（Jip- Jpassive ）によって表し、EP、テープストリッピング処理においても同様
の方法で ER を算出した。結果を Fig. 3-4 に示す。 SP やテープストリッピング併用群
の ER は passive flux （Jsp または Jts）の増大にともない上昇するが、EP 併用群は
Jepの増大にともない低下する傾向を示した。また、ER の大きさは SP / IP 併用群が最
も大きく、最大で約 5 倍促進されることが明らかになった。 
また、ER の値を個別に解析するために横軸は SP、 TS、 EP 単独適用時の passive 



































Fig. 3-4  The effect of various physical enhancement methods on the enhancement 


















位測定を行った結果を Table 3-2 に示す。テープストリッピング処理皮膚および SP 処
理を行った皮膚表面のゼータ電位は、コントロール皮膚のゼータ電位がマイナス 4 程度
であったのに対し、テープストリッピング皮膚は、マイナス 1.5 ～マイナス 4 程度で
コントロールと同等かむしろゼロに近づく傾向を示した。一方、SP 適用群については、
マイナス 8 程度と明らかに皮膚表面電位がマイナス側に傾く傾向を示した。 
 
Table 3-2   The change of zeta potential values of the skin surface after 













EP や SP は、皮膚に対して物理的な構造変化を引き起すため、薬物分子を透過させ
る新たな投与ルートを形成させる点で、IP とは大きく異なっている 22,27）。本研究では、
SP または EP を前処理適用しており、マンニトールを含むドナー溶液に置換してから
IP を適用しているため、SP / IP の併用により相乗的に促進された flux は、アノーダル
IP 適用時に生じる electroosmosis によって生成された電気浸透流の増大によって促進
された結果であると考察できる。一方で、EP 前処理においては、第 2 章の結果と同様
に EP 電圧に依存して電気浸透流は減弱する傾向を示した。electroosmosis は、皮膚の
電位勾配や皮膚表面の電荷と密接に関係すると考えられており、電位勾配の低下や皮膚
表面電荷の中和によって電気浸透流は低下することが報告されている 18-20,47）。本実験で





造破壊や acoustic streaming 51）が考えられており、皮膚表面の性状や物理化学的性質
も大きく変化している可能性が考えられる。本研究では、SP を前処理適用しているた


























以上の結果から、IP との併用により相乗効果を期待する場合には、SP とアノーダル IP
の組み合わせが最も効果的であり、幅広い薬剤に応用できる可能性があることが明らか
























本章では、電場を利用した EP に加えて超音波を利用した SP に着目し、IP 適用時に


























第 1 章では、インスリンをモデル薬物としてカソーダル IP によるインスリンのラッ
ト経皮吸収に及ぼす EP の効果について検討した。ラット in vivo 吸収実験の結果、EP
と IP の併用により、インスリンの経皮吸収性は相乗的に促進されることを見出した。
IP 単独（0.4 mA/cm2）もしくは、EP 単独適用の場合、インスリンの経皮吸収は、イン
スリンを含むドナー溶液の pH に大きく影響され、アルカリ性側（pH10）でインスリ
ンの吸収性の増大が認められた。また、各種 pH ドナー溶液 を用いて EP、IP の併用
効果を検証した結果、EP 単独及び IP 単独に比べて著しく促進されることが明らかとな
り、その効果は、ドナー溶液 pH のアルカリ側へのシフト、EP の適用電圧強度に依存
して増大した。血糖値推移においてもインスリン血中濃度を反映した血糖値の低下が確


















したがって、第 2 章では、electroosmosis に着目して EP が electroosmosis に及ぼす
影響について検討を開始した。 
 
第２章 Electroosmosis に及ぼすエレクトロポレーションの効果 
Electroosmosis に及ぼす EP の影響をマンニトールのヘアレスマウス皮膚透過性を通
じて評価した。皮膚は EP で前処理を行った後、直ちにアノーダル IP を適用し、
electroosmosis の指標であるマンニトールの透過性を評価した。EP 前処理によりアノ







物であるデキストランローダミン B を用いた場合には、アノーダル IP 単独ではほとん
ど透過しないが、EP とアノーダル IP を併用することにより皮膚透過性の上昇が確認さ





理後、カソーダル IP を適用した場合は、マンニトールの透過性は増加したが、EP 単独
群よりも明らかに低値を示した。すなわち、EP とカソーダル IP の併用は、電気浸透流
の観点からは逆効果であり、薬物の分子量や電荷によっては併用によりむしろ効果が減











第 2 章に続き、ヘアレスマウス皮膚を用いて electroosmosis に及ぼす EP または低周
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波数 SP の影響をマンニトールの皮膚透過性を通じて評価した。興味深いことに、SP と
アノーダル IP 併用により、EP とアノーダル IP 併用時よりも明らかに高い併用促進効
果と電気浸透流の増大が確認された。このメカニズムを考察するためにテープストリッ
ピング処理の影響を同様に検証したところ、SP 適用に類似した傾向を示し、テープス























本研究では物理的経皮吸収促進技術である EP や低周波数 SP と IP を併用すること
により相乗的皮膚透過促進効果を得ることを目的として、適用条件、薬物の電荷、分子
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